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NOUVEAUX DERIVES DE PURINE P OSS ED ANT NOTAMMENT DES 
PROPRIETES ANTI-PR0LIF6RATIVES ET LEURS APPLICATIONS 

BIOLOGIQUES. 

5 

L ' invention a pour objet de nouveaux derives de 
purine possedant des proprieties anti-proliferatives et 
leurs applications biologiques. 

Elle vise en particulier des derives de purine 

10 dotes d'un effet inhibiteur vis-a-vis de prot6ines kinases 
cycline-d6pendantes, ou cdk en abr6ge. 

L f etude des mecanismes moleculaires qui 
controlent le cycle cellulaire a permis de mettre en 
evidence le role regulateur des cdk. Ces protSines sont 

15 constitu6es d'au raoins deux sous-unites, une sous-unite 
catalytique (dont cdc2 est le prototype) et une sous-unit§ 
regulatrice (cycline). Huit cdk ont 6te decrites, cdkl 
(=cdc2), cdk2-cdk8. 

A l f exception de cdk3, pour laquelle aucune 

20 cycline associfee n'est connue, ces cdk sont r6gulees par 
association transitoire avec un raembre de la famille des 
cyclines : cycline A (cdc2, cdk2), cycline B1-B3 (cdc2), 
cycline C (cdk8), cycline D1-D3 (cdk2-cdk4-cdk5-cdk6), 
cycline E (cdk2), cycline H (cdk7). 

25 Chacun de ces cbmplexes est iraplique dans une 

phase du cycle cellulaire. L'activite des cdk est regulee 
par modification post-traductionnelle, par associations 
transitoires avec d'autres proteines et par modification de 
leur localisation intracellulaire. Les regulateurs des cdk 

30 coraprennent des activateurs (cyclines, cdk7/ cycline H, 
phosphatases cdc25), les sous-unit6s p9 CRi et pl5 cd ** 7 et 
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les proteinos inhibitrices (pl6 : * M \ pl5"* <B f p21 C:pl , pl8, 
p27 Ripl ). 

Parallelement aux recherches purement 
fondamentales sur les raecanismes regulateurs de la division 
cellulaire, 1' importance des deregulations des kinases 
cyclines -dependantes dans le developpement des tumeurs 
humaines a ete demontree par de nombreuses etudes, Ainsi, 
ont ete observees la surexpression de cyclines D e;t E dans 
de nombreuses tumeurs, la surexpression de cdc2, les 
proprietes oncogeniques des cyclines D et A, 1' expression 
temporelle anorniale de kinases cyclines-dependantes, la 
deregulation majeure des inhibiteurs proteiques {mutations, 
deletions) . • 

Les r6gulateurs du cycle de division cellulaire 
font l'objet de tres nombreuses etudes cliniques 
(utilisation en tant que marqueurs indicatifs pour le 
traitement). 

Ces resultats encouragent tres fortement les 
efforts de comprehension detaillee des mecanismes 
regulateurs d*j cycle cellulaire. lis conduisent egalement a 
rechercher, par criblage, des molecules inhibitrices de 
kinases cyclines-dependantes. 

Piusieurs inhibiteurs de kinases ont ete decrits, 
corame la butyrolactone, le flavopiridol et la 2(2- 
hydroxyethylamino)-6-benzylamino-9-m§thylpurine, appelee 
olomoucine. Les travaux concernant l'olomoucine sont 
rapportes par Vesely et al. dans 1' article portant la 
reference (1) dans la liste des references bibliographiques 
donnee en fin de description. 

Cet inhibiteur de cdc2, de grande efficacite 
(son IC= C est de 7 pM) et tres select! f (plus de 35 kinases 
ont 6te testees ) , repond a la f orraule : 
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Les travaux des inventeurs dans ce domaine les 
ont conduits a elahnr^r 

narfc ,„... laborer de nouvelles molecules 

par.xcuUeren.ent interessantes, inhibant cdc2 a doses 
fables, tout en conservant la specificite enzy»ati q ue de 

x olomoucine. . 

L'invention a done pour but de fournir de 
nouveau* derives de purine possedant notanunent des 
propnetes anti-proiiferatives. 

■ L-invention vise egalement un procede detention 
de ces derives par voie de synthese, pennettant de i es 
preparer a l'echelle industrielle. 

Elle vise , galement leup application r 

therapeutique et en tant qu' herbicide. 

Les derives de -purine de 1' invention SO nt 
caracterises en ce qu'ils repondent a la fonnule I 
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dans laquelle, 

- R2, R6 et R9. identiques ou differents les uns 
des autres, represented un atome d'halogene, un radical R- 
NH-, R-NH-NH-, NH ? -P.' -NH- 0 u R- N „- R .- N „_. dans " 
represents un radical alkyle a . chaine droite ou ramifiee 
sature ou insature, un radical aryle 6u cycloalkyie • W# 
heterocycle. et R' un groupe alcoyleno a chaine droite xu 
ramifiee, sature ou insature. ou un groupe arylene ' ou 
cycloalcoylene, R et R' renfermant chacun de 1 a 8 atomes 
de carbone, et etant substitues, l e casecheant, par un ou 
plusieurs groupes -OH, halogene, amino ou alkyle, 

- R2 pouvant, en outre, representer un 
heterocycle portant, le cas echeant, un radical alkyle a 
chaine droite ou ramifiee .sature ou insature, un radical 
* aryle ou cycloaryle, ou U n heterocycle, e v e ntuell e ,oent 
substxtue par un ou plusieurs groupes -OH, ha logene, amino 
ou alkyle, . . 

. " R9 pouvant < ^ outre, representer^ radical 

alkyle a chaine droite ou ramifiep <: fl f„ r A „ • 

v>» r«wniriee, sature ou insature un 

radical aryle ou cycloalkyle. 

- R2 et R9 pouvant representer en outre un atome 
d-hydrogene, a ^exception des derives dans lesquels 
lesdits substituants presented respectivement i es 
significations suivantes : 

R6 et R9, un groupe benzylamino et methyle, . 

■ R2 6t R6 ' un Sroupe 2 -hydroxys thyl amino et 

benzylamino, 

R2, R6 et R9. un groupe amino, benzylamino et - 
methyle, ou chloro, a.ino et nethyle. ou chlorT"' 
benzylamino et methyle, ou chloro, 3-hydro Xy benz y l an ,ino et . 
■ethyle.ou chlcro, 5-hydroxypentylamino et methyle ou 2- 



ou , 2 
2 
2 
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h^thyw.^, WylaBlno „ isopr0( , yle 
hydrox.ethylaw™, MiM M „ sth P J' 18 - " 2 

mwvi^., isopent4nyl et , ; 
h**Wi~». isopent , nylMino e ; « 

ny« ylMino b ^ e( f'' " ' 

hy « WWMlno , (3 . hydroxybenj?i)MiTO Pu 

ps~ n °- . — p : 

in > 4 ,. ce qu lls Presenters, une it 

aessu$ - »« ..^cnts dan, ia ( r. fe re,ica (i, 

Wnasss da s „„d int4rtt . ; * , 

Pa* u ^uT' cboisi 

P=r»i las radicaux nethyie elL „ " ^ 
butyie at i s „ bu t yl a ^"propyl*, 

.PHWta.; isopropyl p"' "~ e ' 

radical, cycloalxrta ' r ^ * 

arylana Zl Z a " ^ la radical 

esl ™ 9 ^ ben? '* e ' ie "dical-cycloalccylW ' 

We azote ,t/ou oxygene tel im idaz 01 e. „„ 
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oxadiazole, une pyridine, une pyridazine ou une pyrimidine, 
ou encore une pyrrolidine. 

Selon une disposition de l r invention, R2 est 
choisi parmi les radicaux capables de sc iier dans un 
complexe cdk2/ATP, a une region du domains de liaison de 
l'ATP occupee par le ribose. II s'agit avantageusement de 
radicaux choisis parmi un atome de chlore, un radical 
amino, mSthylamino, 6thy lamino, n-heptylamino, aminoethy- 
lamino, aminopropylamino, dim6thyl amino6thylamino, hy- 
droxy^thylaraino, hydroxy-propylamine, hydroxyisobuty lamino, 
hydroxypenty lamino, dimethylhydrazino ou hydroxymethyl- 
propylamino, [(2R)-2-hydroxymethyle-pyrrolidine-l-yl]; N- 
benzyla-mino6thanol, ( R f S )-araino-hexanol , ( 5 )-amino-2- 
phenyl6thanol, (R)-amino-2-phenylethanol, (R)-amino-3- 
ph6nylpropanol , , (R, S)-aroino-pentanol, (R)-araino-propanol, 
( S)-amino-propanol, ( R)-N-pyrrolidine methanol. 

Des d6riv£s particulierement pr6f6res renferment 
comme groupe R2, un radical hydroxypropylamino. - ^ , . ^ 

Selon une autre disposition de 1' invention, R6 
est choisi parmi un groupe amino, isopentenylamino, 
hydroxypentylamino, 4-hydroxy-3-methyl-trans-2-buteny- 
lamino, benzylamino, hydroxy benzyl ami no, hydroxyethylbenzy- 
lamino, cyclohexylmethylamino, isopentene, benzylamino ou 
( 3 -iodo ) -benzyl amino. 

De preference, R6 comporte un residu hydrophobe, 
tel que benzyle, hydroxybenzyle, ou isopentenyle. 

De preference, R2 est choisi parmi le groupe [i- 
D, L-hydroxymethy Ipropy lamino) , [( 2R)-2-hydroxymethyl-pyrro- 
lidine-l-yl ] ou [{ R)-N-pyrrolidine-methanol] et R6 est un 
benzylamino. 

Selon encore une autre disposition de 
1 1 invention , le substituant R9 est choisi parmi un atome 
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d'hydrogene, 
hydroxyethyie. 

De maniere 



V 



un radical methvle, 



isopropyle ou 
groupe 



avantageuse, R9 est un 
hydrophobe, en particular le groupe isopropvle. 

sont oh d ' riV ' S d& ^ de ^invention 

sent cho lSiS Parrai les compos , s dans ^ 

sont tels qu-indiques i e tableau 1 suivant , 



TABLEAU J 




£)-amino-}-phenyIpropanol 



(R,S)-amino-pentanol 
(R)-amino-propanol 



S)-amino*propanol 



(R)-N-pyrrolidine methanol 
(R)-N-pyrrolidine methanol 



wpropyle-(9H) 
cyclopenty!(9HjT 
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Les derives suivants sent particulierement 
preferes, a savoir : la 2-( 1-D, L-hydroxymethylpropylamino)- 
6-benzylamino-9-isopropylpurine, la 6-benzylamino-2-(( 2R)- 
2-hydroxymethyle-pyrrolidine-l-yl]-9-isopropyle-( 9H ) -purine 
non cristal line , la 2 - ( R ) -(6-benzy laraino-9 - isapropy le- ( 9H ) - 
pur ine-2-yl]- amino- 2-phenylethanol, la 2-(R, S ) -(6-benzy - 
lamino-9-isopropyle-( 9H) -purine- 2-yll-amino-peritanol, la 2- 
( R ) -(6-benzylamino-9-isopropyle-< 9H ) -purine-2-yll-araino-pro- 
panol, la 2-( S )-[6-benzylamino-9-isopropyle-( 9H )-purine-2- 
ylj-amino-propanol, la 2-(R )-( - )-[6-( 3-iodo ) -benzylamino^- 
isopropyle-f 9H )-purine-2-yl]-N-pyrrolidine methanol et la 
2-(R)-( - ) -[6-benzylamino-9-cyclopentyle-( 9H ) -purine-2-yl]-N- 
pyrrolidine methanol. _ 

L 1 invention vise egalement les isomeres optiques 
et les melanges rac&niques, le cas echeant les isomeres 
g£om6triques des derives definis ci-dessus, en particulier 

1 " isomere R du ( 2-[6-benzylamino-9~isopropyle-( 9H )-purine- 

2-yl]-amino-2-phenylethanol et du 2-[6-benzylamino-9- 

isopropyle-( 9H )-purine-2-yl]-amino-propanol . 

Les derives definis ci-dessus sont obtenus selon 
les methodes classiques de la synthese organique. On 
utilise un derive de purine de depart dont les 
substitutions permettent d'introduire les groupements 
souhaites. 

En utilisant par exeraple un derive de purine 2- 
chloro, 6-benzyiaraino, il est possible d'introduire un 
groupe alkyle en position 9, par reaction avec par exemple 
l T halogenure d* alkyle correspondant . 
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rta r"r e l - u "'T teMl tmma ensuite 

reversibles, «hxbitaurs sont 

Les cdk Jouant un rdle central dan* i - ■ - 
le d^veioppement et i ■„ k- dans 1 lni tiation, 

* <Kerbi=ides, et d^terve^^-! ^ 

e'fets ■J**,. Wn ** M . PlUS '■>**"«■«: sensible* „„» 
..•-lets inlubueurs de ces derives sont w *, ' .; ' 4 

Uur inhibition est obtenue avec des ft,... . „ 
bibles ra deri.es de purine. MS trtS 



vis-a-vis de cd c 2 inieri.„re 4 50 „ M ' . IC * 
1'oiomoucine (7 „„, Mme " celle de 

inbibiteur ^"'V „ 

-^e p^rriT : r cuuer * 

KZ'O-a-hydro^etbyl-pyr.olidine-i.,!,.,.,^^^.,^,/ 

purine non . .~r-i~4--,n- 

.ion cristallme, le 2-rm ' * rc 
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Ce derive, qui constitue un inhibit,,, a 
e«lC3CHe « ae grande seUctivlte vis "w s t 

c« « prtsente e„ revane . I^U*- 

«.«««*.. des e ffe « s ur u. Kinases « , „ " 

-Penaa.es. Ce t ava nt „e. J it r ^ ^« 

2^a„s ae repots c e i lu la ires autra ue £ 

division cellulaire. q 

derives ^'f^ 0 " ViSe les ,o mpW des 

derives de purine avec i es cdk et tout specials , 
forme cristallisee du complexe de ' , S ^ a ^t la 

«yj.exe qe cdk2 et de roscovitine 

et sur 1 apoptose de grand interet 

»tre par les experiences realisees sur n« 
d'etoiio * ' "sees sur des ovocytes 

•toil, de n,er et des embryons dWsin. e t qui L t 
rapportees dans les exemples. - - 

. Sur des extraits acellulaires de Xenope, ils sont 

Phase Me tV' 16 f3Cteur P^teur de la , 

pnase M et la synthese d ' ADN . ' : J -v.-tV*:. -iv,-v 

De maniere avantageuse. ces eff ets cellule. 
«»« . aes ™a t i ms tr6 s t ai 61es \ 
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On salt que dtvers travaux n 
rapports existant antra le cyde callulalr. « Vmaa ™ 

certain** sont dependantes de 

«°ntre cue rapoptoM Mut 6m jr. On a 

■ Dans d'autres situations, u apparait u , 

vI L 5 ,7* * 1,ADN " OT ° bS8 " e — >««o„ V „ 
voie apoptotique P 53 independante. 

pour la thT te V ° ifi Se ^ P«ticuli erenient importante 

On meS ure done 1'interet de disposer, avec les 
derives , de .evens , pour ; stimule " ^ 

apoptose pS^pendante dans des . cellules arre ^ s \ 

que la mitoxantrone ou le ci S .pi at i ne . 

ainsi . ^ inWbiteUrs de c*2 * 1 'invention peuvent 
ai n Sa aug me nter l es effets th erapeutiques ..^J fl ^ 

tumoraux couramment utilises. 

1 'invent E " ,U ' inhibitau " *> les derivas da 

invention p.^ , 3alMe „ t ^ _ ^ 

_ ■ A ces differentes propriety avantageuses 
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L f invention vise done la raise a profit des 
proprietes de ces derives en particulier leurs proprietes 
antimitotiques et anti -neurodegeneratives, pour 
1* elaboration de compositions pharmaceutiques. 

Les compositions pharmaceutiques de 1* invention 
sont caractferisees en ce qu'elles renferment une quantite 
efficace d'au moins un derive de purine tel que defini ci- 
dessus, en association avec un vehicule pharmaceutique 
inerte. 

Les compositions de 1' invention sont 
particulierement appropriees comme medicaments 
antimitotiques, en particulier pour la chimiotherapie des 
cancers, ou encore pour le traitement de psoriasis, de 
parasitoses telles que celles dues a des protistes ou a des 
champignons, ou de la maladie d\ Alzheimer, ou de~ 
I'apoptose neuronale. 

Ces compositions renferment le cas echeant des 
principes actifs d'autres medicaments. On citera notamment 
leur association avec des medicaments antimitotiques, tels 
que.ceux a base de taxol, cis-platine, les agents 
intercalant de l'ADN, et autres. 

Les conditionnements en vue de la vente, en 
particulier l 1 etiquetage et les notices d'emploi, et 
avantageusement 1 ' emballage? sont elabores en fbnetion de 
1 1 application therapeutique prevue. 

Les compositions pharmaceutiques de 1' invention 
sont administrables sous differentes formes, plus 
sp6cialement par voie orale ou injectable. 

Pour 1 'administration par voie orale, on a 
recours en particulier a des comprimes, pilules, tablettes, 
geiules, gouttes. Ces compositions renferment 
avantageusement de.l a 100 rag de principe actif par unite 
de prise, de preference de 10 a 40 mg. 
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D'autres fcrmes d r administration comprennent des 
solutions injectables par voie intra-veineuse, sous-cutanee 
ou intra-musculaire, elaborees a partir de solutions 
steriles ou sterilisables. II peut s'agir 6galement de 
suspensions ou d Emulsions. 

Ces formes injectables renferraent par unite de 
prise de 1 a 50 mg de principe actif, de preference de 10 a 
30 mg; ;/ • ' . .'*'• ;. •• . vi'v 

A titre indicatif, la posologie utilisable chez 
l'homme correspond aux doses suivantes : ' ainsi on 
administre par exemple au patient en une ou plusieurs 
prises 10 a 50 rag/jour pour le traitement de tumeurs, ou 
pour traiter les psoriasis ou des parasitoses, 

L ' invention vise egalement des compos i t ions 
herbicides comprenant au moins un deriv6 de purine tel que 
defini ci-dessus, eventuel lenient assbcie a d'autres agents 
phytophannaceu tiques . 

; L ' invention _ Vise encore les reactif s biologigues 
dont les principes actif s sont constitues par les derives 
..de purine definis plus haut. . >.:■■-■ k 

.Ces reactifs peuvent etre utilises coirnne 
references ou etalons dans des etudes de la division 
cellulaire. 

D'autres caracteristiques et avantages de 
1* invention sont rapportes- dans les exemples qui suivent et 
en se reportant aux figures 1 a 8, dans lesquelles 

- la figure i, reprSsente les . resultats de 
cinetiques en conditions lineaires a partir d'essais 
concernant l'activite de la p34 C!lc Vcycline B a differentes 
concentrations de roscovitine. 
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- la figure 2, le pourcentage de rupture de 
vesicule germinale d' ovocytes d'6toile de mer en fonction 
de la concentration en rascovitine, 

- les* figures 3 et 4, representent respectivement 
les effets de la roscovitine sur la maturation d'ovocytes 
d'etoiles de roer et la dephosphorylation de la tyrosine de 
p34 in vivo, 

- la figure 4, les effets de la roscovitine ^ur 
le cycle raitotique d'embryons d'oursins, 

- la figure 5, ces ernbryons arretes au stade 
prophase tardif, et 

- la figure 6, les effets de la roscovitine sur 
la synthese d'ADN in vitro et 1' activity MPF, 

la figure 7 represente les effets de la 
roscovitine sur l 1 inhibition de la croissance de cellules 
L1210 et l f arr6t de leur cycle cellulaire en G2/M, en 
figure 7A est representee la croissance de cellules L1210 
apr6s deux jours d' exposition a diverses concentrations de 
roscovitine (moyenne ± deviation standard relative a la 
croissance de cellule t6moin non traitde), en figure 7B 
sont representees les moyennes (+ deviation standard) de 
la distribution du cycle de cellules ont d'abord et6 
cultivees pendant 48 heures en presence ou en absence de 
roscovitine 60 iiM , 

- la figure 8, repr6sente l'effet d* inhibition de 
la roscovitine sur la phosphorylation in vivo de viraentine 
au niveau de sites sp6cifiques & cdc2. 

MATERIEL ET METHOD ES 

Produits chimiques 

Ortho-vanadate de sodium , 1 -methyl adenine 
(IMeAde), EGTA, . EDTA, MOPS, P-glycerophosphate, 
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dithiothreitol ( DTT ) , fluorure de sodium, nitroph6nyl- 
phosphate, leupeptine, aprotinine, inhibiteur de trypsine 
de soja, benzaraidine, hi stone HI (type III-S), proteine 
basique de myeline, caseine, protamine sulfate, isopropyl 
p-D-thiogalactopyranoside (IPTG), SSpharose 4B active par 
CNBr, milieu LB, glutathione et billes de glutathione- 
Sepharose : tous ces produits sont tels que commercialisms 
par "Sigma Chemicals. 

Les analogues de purine sont g^neralement dissous 
de maniere a disposer de solutions de stockage de* 100 mM 
dans du DMSO. La concentration finale en DMSO dans le. 
melange react ionnel est infferieure a 1% (v/v). 

Le [?- 3fc P]-ATP est un produit d'Amersham. 

La proteine GST-Retinoblastome est exprimee dans 
des bacteries et purifiee sur des billes de glutathione- 
Sepharose comme decrit prec6demment dans ( 1 ) et (2). 




Tampons * •. - 4 . .. 5l <--- 

Tampon d'homogenei sat ion : 

60 mM de 0-glycerophosphate, 15 mM de p- 
nitrophenyl-phosphate, 25 mM de MOPS (pH 7/2), 15 mM^ 
d'EGTA, 15 mM de MgCl 2 , 1 mM de DTT, 1 mM de vanadate de 
sodium, 1 mM de NaF, 1 mM^ de phenylphosphate, ~^10 pg de 
leupeptine/mi, 10 pg de aprotinine/ml, 10 pg d' inhibiteur 
de trypsine de soja ml et 100 pM de benzamidine. 

. Tampon C: composition . du : . tampon 

d'homogeneisation, mais avec 5 mM d'EGTA, sans NaF et sans 
inhibiteurs de protease. - 

Preparation des extraits d' ovocytes ■^d , '6t6ile 7: 'iie"""" 
mer en phase M 
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Pour obtenir des pr6parations d'extraits 
d' ovocytes a grande echelle, on enleve ies gonades de 
Marthasterias glacialis matures et on les fait incuber avec 
10 \iM de 1-MeAde dans de l'eau de mer naturelle filtr6e sur 
5 Millipore jusqu'a la ponte. Les ovocytes sont alors tous 
entres en phase M. On les separe du milieu d' incubation par 
centrifugation, on les cong^le directement dans de 1 'azote 
liquide et on les maintient a -80 'C (voir (1) et (3)). 

Les ovocytes en phase M sont homog6n6is6s dans le 
10 tampon d'homogeneis at ion a raison de 2 ml/g d' ovocytes. 

Apres centrif ugation pendant 45 minutes a 
lOOOOOg, le surnageant est recupere et directement utilise 
pour purification par chroma tographie d'affinite de la 
kinase p34 c<lc? / cycline B sur des billes de p9 CXSSsi -Sepharose 
15 (voir (1) et (4)). 

Enzymes : 

Les activites des kinases sont determinees a 30'C . 
dans le tampon C, a moins d'indication contraire. Les 
valeurs des blancs sont soustraites dec donnees et les 
20 activites sont calculees en pmoles de phosphate incorporS 
dans l'accepteur de prot^ine pour une incubation de 10 
minutes." 

Les temoins sont utilises avec des dilutions 
appropriees de DMS0. 
25 La phosphorylation du substrat est, le cas 

6ch6ant, determinee par autoradiographic apres SDS-PAGE. 

. On purifie la p34 c * c2 / cycline B a partir des 
ovocytes de la phase M des 6toiles de mer par 
chromatographie d'affinite sur les billes de p9 CKS * s *- 
10 Sepharose d'ou elles sont 61uees & l'aide de p9 CKSbs ' corame 
decrit ci-dessus (voir (2), (3) et (5) ). 

Pour la determination, on utilise 1 mg d'histone 

HI (Sigma type III-S)/ml, en presence de 15 [xM de [y-^P] 
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ATP (3,000 Ci/mmole, 1 raCi/ml) dans un volume final de 30 
pi (voir (1) et (6)). 

Apres un temps d' incubation de 10 minutes a 
30 on d6pose des aliquotes de 25 pi dG surnageant sur du 
papier de phosphocellulose Whatman P81 et, apr6s 20 
secondes, on lave les filtres 5 fois (pendant au moins 5 
minutes a chaque fois) dans une solution de 10 ml d'acide 
phosphorique par litre d'eau. 

Les filtres humides sont transfers dans des 
ampoules de scintillation en plastique de 6 ml, puis on 
ajoute 5 ml de fluide de scintillation ACS (Amersham) et on 
mesure la radioactivite dans un compteur Packard. 

L'activite kinase est exprimee en pmoles de 
phosphate incorpore dans l'histone HI pour 10 minutes 
d 1 incubation ou en pourcentage d'activite maximale. 

Pour realiser les experiences de cinetique en 
conditions lin6aires, on utilise, comme decrit ci-dessus, 
le systeme d'essai a point final pour la kinase p34 cdc2 mais, 
sur la base d'essais pr£liminaires, on utilise des 
concentrations appropriees, non saturantes, en substrat. 

La kinase p34 cac? /cycline B est ajoutee de mani^re . 
a obtenir une activite lineaire par rapport a la 
concentration en enzyme et au temps. 

Dans la plupart des cas, ceci necessite une 
dilution enzymatique de 3 a 10 fois dans le tampon C. 

Les donnees de vitesse sont exprimees en pmoles 
incorporees dans le substrat par seconde, par quantite 
d' enzyme ajoutee. Les constantes d'inhibition apparentes 
sont determines par analyse graphique. 
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. Les fill cdk 7gY?line A et s32 cdk: / cvcline e 
sont reconstitutes a partir d'extraits de cellules 
d'insectes sf9 infectees par differents baculovirus. 

Les cyclines A et E sont des proteines de fusion 
de GST-cyclines et les complexes sont purifies sur des 
billes de glutathione-Sepharose. 

Les activites kinases sont determines avec 1 
ag/ml d'histone HI (Sigma, type HIS), en presence de 15 pM 
de [y- J2 Pj ATP, pendant 10 minutes/ dans un volume final de 
30 pi, comme decrit pour la kinase p34 cic 7cycline B« j 

♦ La p33 cdk Vp25 est purif iee a partir de cerveau 
bovin (7), mais on n f utilise pas l'etape de 

chromatographic Mono S. • '< ' 

Les fractions actives recuperees a partir de la 
colonne de Superose 12 sont reunies et concentrees jusqu'a 
une concentraticn finale d'environ 25 pg d' enzyme/ml. > 

La determination de la kinase est effectuee avec 
1 mg/ml d'histone HI (Sigma, type HIS), en presence de 15 
pM de fy- 32 P] ATP, durant 10 minutes dans un volume final de 
30 pi, comrae decrit pour la p34 cdc2 /cycline B. 

- La b£3 cdt Vcvclinfi Dl . est obtenue a partir de 
lysats de cellules d'insectes. Cdk4 est un produit de 
construction 6ST-cdk4 et le coraplexe act if est purif ie sur 
des billes de glutathione-Sepharose. 

Son activite kinase est determinee avec une 
protfeine purif iee GST-retinoblastome en presence . de 15 pM 
de [y-"* 2 P] AT?, dans un volume final de 30 pli" 

Apres 15 minutes d f incubation on ajoute du 
tampon de Laemmli (2 x 30pl). 
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Le svbstrat phosphoryle est resolu par SDS-PAGE 
10% et analyse par autoradiographic par exposition durant 
environ 14 heures a MP Hyperfilm et densitometries 

edit 6 

. La s21 /CYCline D2) est obtenue a partir de 
lysats de cellules d'insectes (8). Pour les essais, on 

opere coimne indique ci-dessus pour la proteine d33 

**** i , j *^ 
/ cvcline PI . 

. Les Kinases MAP : La GST-erkl (9), clonee a 
partir d'une banque humaine HepG2, est exprimee dans des 
bacteries, purifiee sur des Miles. de glutathione-Sepharose 
et testee avec 1 rag de proteine basique de myeline par ml 
en presence de 15 uM de (y- 3: P ) atp comnte decrit ci-dessus 
pour la kinase p34 ed< 7cycline B. 

Les proteines erkl et erk2 marquees a l'aide de 
l'histone sont activees in vitro par mapkk, purifiees 
(affinite-Ni et Mono Q) et testees comme decrit ci-dessus 
durant 10 minutes, dans un volume final de 30 ul. 

■ • . La SOUS-unite. ffat^ytiou* Hp | a kinase r-Affi »- 
flfependente. purifiee a partir de coeur de bovin est testee 
avec 1 mg d'histone HI par nil, en presence de 15 uM de [V- 
■ 2 P] ATP, comme decrit ci-dessus pour la p34 edc: /cycline b/ 

La kinase cGMP-dP.p pnd^ n r o fin; purifiee jusqu'a 
l'homogeneite a partir de muscle lisse de trachee d'origine 
bovine est testee avec L mg d'histone HI -par ml, en 
presence de 15 pK de (>- 3i Pj ATP, coimne decrit ci-dessus 
pour la p34 Vcycline B. 

■■■■ , La caseins kinase 7 oci- i C ma a de cytosol de 

foie de rat (11) et testee avec 1 mg de caseine par ml et 
15 uM de (y-"p) ATP. Le substrat est depose sur des filtres 
Whatman 3MM et lave avec 10 % de TCA (W/V). 
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. La Kinase dfi — Lfl — Chains — leciere de mvosine 

purifiee a partir de gesier de poule (12) est testee en 
presence de 100 nM de calmoduline, 100 pM de CaCl : , 50mM de 
HEPES, 5 raM de MgCl 2 , 1 mM de DTT et 0,1 mg de BSA/mL a pH 
5 7,5, en utilisant un peptide de synthese a base du site de 
phosphorylation de la chaine legere de myosine de muscle 
lisse (KKRPQRATSNVFAM, 50 pK) et en presence de 15 pM de 
[y- u P\ ATP, dans un volume final de 50 pi. 

L' incorporation de phosphate radioactif est 
|u controlee sur filtres de phosphocellulose comme decrit ci- 
dessus. 

. L' ASK-y. horaologue chez la plante de GSK-3, est 
exprimee en tant que proteine de fusion GST dans E^—CQli 
(13) et purifiee sur glutathione-Sepharose. L'activite de 
15 la kinase ASK-y est d6terminee, pendant 10 minutes d.'..30*C> 
avec 5 ugm, de proteine basique de myeline, en presence de 
15 pM de [y- 3: P] ATP, dans un volume final de ''30 ^r.'^a 
proteine basique de myeline phosphorylee est recuperee sur 
papier de phosphocellulose Whatman P81 comme" d6cr it ci- 
20 dessus pour la p34 cdc Vcycline B. \ : - ' : -V 

. Le domain s tyrosine kinasiaue du recepteur de 
1' insuline ( 14 J est surexprime dans un syst6me " a 
baculovirus et purifie jusqu'a 1 'homogeneite. Son activite 
kinase est determin6e pendant 10 minutes a 30 *C avec 5 pg 
25 de Raytide (Oncogene Sciences), en presence de 15 pM de [y- 
32 P] ATP, dans un volume final de 30 pi. Le produit Raytide 
phosphoryle est recupere sur papier de phosphocellulose 
Whatman P81 comme decrit ci-dessus pour la p34" dc2 /cycline B. 

Exenple 1 : Synthese de la roscovitine W*?^ 4 
30 La synthese est effectuee en 3 etapes et comporte 

la preparation 1) tout d'abord de la 6-benzylamino-2- 
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chloropurine, puis 2) de la 6-benzylamino-2-chloro-9- 
isopropyi purine, et 3 ) de la 6-benzylamino-2-R-( l-6thyl, 2- 
hy droxy6 thy 1 arai no ) - 9 - i sopropy 1 pur i ne . 

1) Synthese de la 6-benzyl amino- 2 -chloropurine : 
On opire comme decrit par Hocart dans 

Phytochemistry 1991, 30, 2477-2486. 

2) Synthese de la 6-benzylamino-2-chloro-9- 
i sopropy lpurine (I) : 

On soumet a agitation a temperature ambiante, 
pendant trois jours, un melange de 6-benzylainino-2- 
chloropurine (3,7 g; 14,2mmole), de carbonate de potassium 
(llg; 80/ramole) et de bromurc d'isopropyle (0,2 ml; 
87mmole) dans 100 ml de DMSO absolu. Par chromatographic en 
couche mince [CHCl--MeOH (98:2)], on constate 1* absence de 
6-benzylamino-2-chloropurine. On elimine par distillation 
sous vide en-dessous de 50'C le DMSO et l'exces de bromure 
d'isopropyle. Le residu est partage entre de l'eau et de 
1 'acetate d'ethyle. La phase organique est sechee sur Na 2 S0« 
et 6vaporee sous vide. 

Par cristallisation dans MeOH, on obtient 3,51 g 
(82%) de produit ; P.F. 18i-182'C; UV (MeOH) : "> w 273,5;IR 
(Nicolet 205, KBr, DRIFT cm 1713, 1626, 1572, 1537, 1497/, 
1471,1456,1425,1398,1355,1314,1292,1255,1226, 1202. • 
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3) Synthese de la 6-benzylamino-2-R-(l-ethyl-2- 
hydroxy£thylamino)-9-isopropylpurine (II), d6riv6 race- 
mi que: 

On chauffe dans un four a 1G0-165*C, pendant 3 h 
5 30, une ampoule scellee, dans laquelle on a fait le vide, 
contenant 2,7 g (8,95 mmole) de I et 17 ml (0,18 mole) de 
R(-)-2-amino-l-butanol (Fluka 90%, R:S>9:1). On evapore 
l'excSs d'araine a une temperature inferieure £ 50 # C, et on 
purifie le produit II sur une colonne de chromatographie en 
10 utilisant des quantites croissantes de MeOH dans CHC1 3 , £ 
savoir 0, puis 2, et 3%. 

Par cristallisation dans de 1* acetate d'ethyie, 

on obtient de 2,2 g de II (69%); P.F. 132-134'C, [a] « > 

35, i (c * 0,29, CHC1 : ). Spectographie de masse (Finnigam 

15 MAT 90, BE geometrie 70 eV, _ temperature de . la source 
250*C, courant d f emission 1 mA, voltage d' acceleration 5 
keV, entree directe, DIP temperature entre 190-220 •C.-HRMS 
a 6te effectuc par la methode de chevauchement de pics eh 
utilisant Ultramark .1600 F (PCR Inc.; Fl.; USA) comrae 

20 standard] 354.2167 (m\ C l9 K :6 N 6 0 calc. 354-2168, 27%), 325 
(7%), 324 (29%), 232 (100%), 295 (3%), 282 (7%), 281 (3%), 
217 (6%), 185 (5%) 134 (3%), 91 (34%). FTIR (Nicolet 205, 
KBr , DRIFT, cm' 1 ) : 1622, 1610, 1547 , 1540, 1452 , 1389, 1370, 
1261, 1068. 

25 

Exemple 2 : Etude des proprietes inhibitrices de 
kinaseis de la roscovitine et de ses effets sur le cycle 
cellulaire. 

a) etude des proprietes inhibitrices de kinases. 
30 Les activites des enzymes rapportees dans "le 

tableau suivant ont ete mesurees, apres addition de 
roscovitine ou d ' olomoucine, selon des concentrations 
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croissantes. C s activites activites ont ete mesurees avec * J ■ * 
des substrats appropries (histone HI, proteine basique de ; - : w 
myeline, caseine, etc..) avec 15 pM d ' ATP. 

Les IC;q ont ete calculees a partir des courbes 
doses-reponses obtenues. L' indication (--) signifie 
qu'aucun effet inhibiteur n'a 6t6 observfe. La concentration 
la plus elevee testee est donnee entre parentheses. V-'^."^^^ ^^^^ 
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TABLEAU 2 



Enzyme 


IC«o (jiM) 
Roscovitine 


Olomoucine 


cdc2/cyclin B 


0,65 


1 

1 


cdc2/cyclin A 


0.7 


i 


cdcl'cyclin E 


0,7 


7 


cdc4/cyclin Dl 


> 1000 


>I00O 


cdk5/p35 


0.16 j 3 


cdk67cyclin D3 


> 500 


>250 


GST-erki 


30 

i 


30 


erkl 


34 


50 .. 


erk2 


- 14 


40 


PK cAMP-dependani 


> 1000 


> 2000 


PK cGMP-dependam 

: i 


-(I0OO) 


> 2000 


Kinase de la chaine lejjere de myosine j 


90 


> 1C00 


caseine kinase 2 


-(1000) 

1 


>20oe 


ASK-y (piante GSK-3) 


220 no 

1 


insuline-recepteur tyrosine kinase 


70 


400 


c-src 


250 




v-abi 


> 1000 J 

1 



- inhibition de cdc2, cdk2 et cdk5. 
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L'examen de ces resultats montre que 1?. 
roscovitine presente une activity 10 fois plus elevee que 
1' olomoucine vis-a-vis des cibles cdc2 et cdk2 et 20 fois 
plus elevee vis-a-vis de cdk5. 

Comparativement, son effet apparait limite, comme 
observe avec 1 1 olomoucine sur les kinases cdk4/cycline Diet 
cdk6/cycline D2 (les IC SC sont superieures a 100 pM). Cette 
absence d' effet a ete confirmee avec cdk4 provenant de 
diff6rentes sources. En operant dans des conditions 
identiques, la G$T-pl6 INK4A inhibe la cdk4/cycline Dl. 

sp6cificite de 1' effet inhibiteur 
Comme on peut le constater, la plupart des 
kinases sont faiblement ou pas du tout inhibees. 

Bien que la roscovitine presente une efficacite 
au moins 10 fois superieure a celle de 1' olomoucine vis-a- 
vis de ses cibles cdk. son effet inhibiteur -est tres - 
similaire a celui de 1" olomoucine vis-a-vis de erk 1 et de 
erk 2. Une concentration 40 fois plus elevee en roscovitine" 
apparait ainsi necessaire pour inhiber erkl (20 fois pour 
erk 2) de maniere similaire 41" inhibition de cdc2. 
- b) Effet sur l'ATP 

Pour etudier le m^canisme d' action de la 
roscovitine, on a realise des experiences de cinetique en 
presence de concentrations croissantes en roscovitine, avec 
variation des niveau* de -l'ATP (de 0, 1 a 0,*5 mM), ia 
concentration en histone HI est maintenue constante d 0,7 
mg/ml. 

Les resultats sont rapport6s sur la figure 1. * 
Ces resultats montrent que la roscovitine agit en 
tant qu' inhibiteur competitif pour l'ATP, Compte tenu de la 
linearite des pentes en fonction des concentrations en 



WO 97/20S42 



PCT/FR%/OI905 



. U 

roscovitine, on la qualifie d'inhibiteur lineaire. La 
constante d 1 inhibition apparente Ki est de 1,2 pM. 

L r analyse de la structure du co-cristal de 
roscovitine ez de cdk2 confirme que la roscovitine se lie r 
comme 1 'olomoucine, dans la poche de liaison a l'ATP et que 
son cycle purine est oriente comme celui de 1' olomoucine, a 
savoir de maniere totaleraent differente du cycle purine de 
1 * ATP . 

c) Etude de I'effet sur la synthese d'ADN et 
I'activite MPF. 

On rapporte les resultats d' experiences realisees 
sur plusieurs types cellulaires. 

. effet sur la maturation d' ovocytes d'etoile de 
mer et sur la dephosphorylation de la tyrosine de p34 c * <2 
in Vivo, 

Des ovocytes d'etoiles de mer, arretes a la 
prophase, sont traitfes, pendant 15 minutes, avec des 
concentrations croissantes de roscovitine avant d'ajouter 
1' hormone 1-MeAde (1 pM). Apres 30 minutes, on note le % de 
rupture de vesicule germinale (GVBD). Ces valeurs sont 
rapportees sur la figure 2 en fonction de la concentration 
en roscovitine (en pM). La roscovitine inhibe la rupture de 
l'enveloppe nucleaire avec une IC S d de 5 pM (la IC 5: de 
l'olomoucine, en operant dans les memes conditions, est de 
30 pM). Ces resultats sont donr*6s sur la figure 2. 

Comme deja observe avec l'olomoucine, la 
roscovitine diminue, mais n' inhibe pas, la 
dephosphorylation de la tyrosine de p34 c * c2 in viyo . .On 
traite des ovocytes avec 10 pM de roscovitine pendant 15 
minutes avant d'ajouter 1 pM de 1-MeAde au temps 0. .Les 
extraits sont prepares a differents temps et charges sur 
une cclohne de bille de p9ckshsl-Sepharose 
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Les proteines qui se sont liees aux billes sont 
resolues par SDS-PAGE avant d'effectuer un western blot 
avec des anticorps anti-PSTAlRE. Une photo du Western blot 
est presentee sur la figure 3. Les formes phosphorylees de 
p34 e "' apparaissent dans la partie superieure et les formes 
dephosphorylees dans la partie inferieure. 

La roscovitine n'inhibe done pas 1' activation de 
cdc2, raais son activite. La dephosphorylation de la 
tyrosine de P 34 cdcJ est catalysee par cdc25 et precede 
normaleraent l'activation de la kinase cdc2 a la transition 
G2/M. De plus, la kinase cdc2 phosphoryle et surractive la 
phosphotase de cdc25. La roscovitine a done pu provoquer 
line interruption au niveau cdc2 kinase, entrainant une 
diminution de la dephosphorylation. 

.. effets. sur le cycle raitotique d'embryons 
d'oursins. ..... 

Cn ajoute de la roscovitine 60 minutes apres la 
fertilisation. Le pburcentage d'embryons divises est releve 
120 minutes apres la fertilisation. Les resultats sont 
donnes sur la figure 4. . . - : . 

Oh constate qu'eile provoque un arret au stade 
prophase tardif, qui est dose-dependant. 

La iCsa est- de 10 uM. (Meme a 100 U M, l'olomoucine 
ne provoque qu'un ralentissement de la transition 
prephase/metaphase, roais Ji'arrete pas les cellules en 
prophase ) . 

On observe un large noyau dans les oeuf s ainsi 
arretes par la roscovitine comne represente sur la figure 



5 



Cet arret s'averetotalement reversible. En 
effet, apres plusieurs lavages avec de 1'eai; 1 de 'mercies 
oeufs entrent a nouveau dans les cycles mitotiques et se 
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developpent en larves pluteus norraales. Ces resultats sorit 
obtenus meme & des concentrations elev^es en roscovitir.e de 
100 yM. 

. effets sur la synthese de 1'ADN in vitro et 
5 l'activite MPF chez des ex traits d'oeufs de Xenope* 

Les essais sont realises selon (15), en operant 
comme decrit dans (1) pour 1 'olomoucine. 

On fait incuber des extraits de Xenope arretes au 
stade metaphase avec de la roscovitine et de la chromatine 
10 de sperrae. 

Avec des concentrations en roscovitine allant de 
0 a 5 yM, les chromosomes restent f orteraent condenses et 
aucune enveloppe nucleaire n'est visible. A une 
concentration de 10 pM, et au-dessus, apparaissent des 
15 noyaux d' interphase avec de la chromatine partiellement 
decondensee et une enveloppe nucleaire intacte, montrant 
que l'activite MPF a ete inhibee (la IC 50 est de 5 pM). 

On a egalement etudiS 1* inhibit ion de la /synthase 
de l'ADN en operant comme decrit dans (1) pour 
20 l'olomoucine. ' — ^* s 

On a ainsi ajoute a un extrait d'oeufs, arretes 
au stade metaphase, de la roscovitine et de la chromatine 
de sperrae. 

L ' extrait a ensuite ete abandcnne au stade 
25 interphase par addition de^CaCl ? (15) et (16). La synthase 
de l'ADN total a ete mesuree 3 h plus tard par 
incorporation de [Y- 32 P)-dATP dans du materiel pr6cipitable 
par le TCA, ' vr > 

Conune le montre la figure 6, la replication est 
.30 inhibee par la roscovitine avec une IC b0 de 15, pM. . - T > v 
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L' invention fournit ainsi de nouvelles purines 
dotees de proprietes inhibi trices de cdc2/cycline B de 
specificite e levee. 

Exeaple 3 : Proprietes biochimiques et effets de 
la roscovitine sur des cellules de mananif^res 

Methods 

Criblage In vitro de cellules turaorales humaines 
Soixante lignees cellulaires de tumeurs humaines 
comprenant neuf types de tumeurs ont ete cultivees pendant 
24 heures prealab lenient a une exposition continue de 48 
heures a 0,01-100 pM de roscovitine. Pour cstimer la 
cytotoxicity, un test a la proteine sulforhodaminine B a 
6te utilisee. 

.Culture de cellule L1210 - . - " ^ .- .>..;> ^6 
Des cellules L1210 prelevees de cultures en 
croissance exponentielle sur milieu, RPMI-1640 supplements 
de serum de veau foetal a 10% r de pdnicilline et de 
streptomycine . - * ont ete coraptees a l'aide . d'un 

hemocy tometre , placees a un taux de 5x10* cellules par 
millilitres dans des plaques de cultures tissulaires a 96 
puits en presence ou en absence de diverses concentrations 
de roscovitine ou d 'olomoucine, puis mises a incuber a 37 *C 
sous C0 2 a 5%. Pour inverser l'effet roscovitine, les 
cellules L1210 cultivees pendant deux jours en presence ou 
en absence de roscovitine onL ete lavees dans du PBS pour 
Gliminer toute trace du produit ^actif, comptees et 
replacees dans du milieu frais ne contenant aucun produit 
actif (roscovitine ou olomoucine). La croissance cellulaire 
a ete mesuree quotidiennement en utilisant le test au 
tetrazolium sur microculture. L' analyse du cycle cellulaire 
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a ete realisee sur des cellules fixees dans 1'ethanol, 
traitees a la RNase 100 pg/ral et colorees a iodide de 
propidium. L f acquisition de donnees a ete realisee 6 I'aide 
d f un cytometre par flux Coulter (Hialeah, Fl, USA) EPICS 
Elite (marque deposee) et 1' analyse de ces donnees a I'aide 
d'un logiciel Multicycle (Phoenix Flow Systems, San Diego, 
CA, USA) (marque deposee). Tous les tests ont 6t6 realises 
sur trois repetitions et toutes les experiences ont 6te 
repetees au moins deux fois. 

Phosphorylation in vivo de viraentine 
Pour etudier la phosphorylation in vivo de la 
vimentine par la kinase cdc2, les cellules ont ete soit 
traitees soit non traitees avec de la roscovitine 60 yM 
pendant 48 heures prealablement a une exposition de la 
colclsmide 10 ng/ml pendant 2 heures suppleirentaires. Les 
extraits cellulaires ont alors ete places pour migration 
sur un gel SOS-PAGE 10%, transferes par Western blots et 
incubes avec des anticorps 4A4. Ces anticorps reagissent de 
maniere crois6e avec la vimentine phosphorylee par cdc2 
mais ne reagissent ni avec la vimentine phosphorylee par 
d'autres kinases (proteine kinase cAMP dependante, proteine 
kinase C, proteine kinase Ca**-caimoduline -dependante) ni 
avec la vimentine non phosphorylee : les anticorps 4A4 
reconnaissent specif iquement la vimentine qui est 
phosphorylee au niveau de son residu Ser-55 par la kinase 
cdc2 lors de 1 'entree en mitose de la cellule. 

La roscovitine (0,01-100 pM; exposition pendant 
48 heures) a ete testeo sur 60 iignees cellulaires humaines 
tumorales comprenant neuf types de tumeurs (leucemie, 
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cancer des cellules non-petites de poumons, cancer du 
colon, cancer du systeme nerveux central, melanome, cancer 
des ovaires, cancer du rein, cancer de la prostate et 
cancer du sein). Toutes les lignees cellulaires ont 
presentees une sensibilite equivalente a la roscovitine. La 
valeur moyenne IC SC est de 16 yM (alors qu'elle est de 60, 
3 pM pour 1' olomoucine). Aucune correlation n'a ete 
observee entre la sensibilite des lignees cellulaires k i la 
roscovitine et la presence de p53 sauvage 6u mute/ La 
methode d'analyse Compare a montre que les effets de la 
roscovitine et du flavopiridol sont comparables. 

Concernant les effets de la roscovitine sur, la 
croissance de la lignee cellulaire L1210, une inhibition 
dose-dependante tr£s nette de la croissance a ete observee, 
comme la montre la figure 7A. La figure 7a ou est 
representee la croissance cellulaire en fonction de -la 
concentration en roscovitine ou en olomoucine. Les courbes 
sont sensiblement identiques apres deux et trois jours de 
culture comme observe avec les cellules tumoral 
mentionnees. La roscovitine est approxiraativexnent quatre 
fois plus efficace que l'olomoucine pour inhiber la 
croissance cellulaire (1C S0 de 40 yM pour la roscovitine et 
160 pM pour 1 'olomoucine) . Bien que la plupart des 
cellules soient viables (96 ± 2 % par exclusion au bleu de 
Trypan) apres un traitement de 48 heures & la Iroscovitine 
60 \iM, el les restent irreversiblement stoppees, meme apres 
des lavages extensifs. Les cellules exposees a 120 pM de 
roscovitine meurent "rapideroent . Les effets de ,1a 
roscovitine sur la distribution du cycle cellulaire ' on- 
ensuite ete etudies par cytometrie de flux. A 60 de 
roscovitine, les cellules restent stoppees en ~G1 et r 
s ' accumulent en G2 comme le montre la figure 7B ou sont 
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representees les proportions { * ) de chaque phase du cycle 
cellulaire observee (Gl, S, G2/M) en presence ou en absence 
de roscovitine. 

Dans le but d 1 identifier la cible rnoleculaire in 
vivo de la roscovitine, des anticorps 4A4 ont ete utilises. 
Les resultats sont illustres en figure 8 ou sont 
representees les proteines totales extraites des cellules 
traitees (+) ou non traitees (-) a la roscovitine puis 
r6solues sur SDS-PAGE avant transfert de Western avec les 
anticorps 4A4. Les cellules non traitees s'arrStent en 
metaphase et accumulent de la vimentine phosphorylee par 
cdc2. Les cellules traitees a la roscovitine ne presentent 
par contre pas de vimentine phosphorylee par cdc2, ce qui 
montre que cdc2 a en fait 6te inhibee in vivo et que les 
cellules ont ete stoppees avant la metaphase. 



La roscovitine contribue egaiement a reduire 
1 1 hyperphosphorylation de. tau observee durant la maladie 
d 'Alzheimer : une cdk specifique du cerveau (cdk5/p35) 
phosphorylant certains sites de tau est particulierement 
sensible a la roscovitine. 
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REVEN'DICATIONS 

1- Derives de purine biologiquement actifs, 
caracterises en ce qu'ils repondent a la formule (I) 



R6 




dans laquelle 



- R2, R6 et R9, identiques ou differents les uns 
des autres, representent un atome d' halogene, un radical R- 
NH, R-NH-NH-, NH 2 -R'-NH- ou R-NH-R ' -NH-, dans lequel R 
repr^sente un radical alkyle a chaine droite ou ' ramifiee, 
sature ou insature, un radical aryle ou cycloalkyle, ou un 
heterocycle, et R ' un groupe alcoylene a chaine droite ou 
ramifiee, . sature ou insature, cu un groupe aryl^ne cu 
cycloalcoylene, R et R' renfermant chacun de 1 a 8 atomes 
de carbone, et etant substitues, le cas echeant, par un ou 
plusieurs grcupes -OK, halogene, amino ou alkyle, 

- • R2 pouvant, en outre, representer un 
heterocycle portant, le cas echeant, un radical alkyle, " a 
chaine droite ou ramifiee, sature ou insature, un radical 
aryle ou cycloaryle, ou un heterocycle, eyentuellement 
substitue par un ou plusieurs groupes -OH; halogene, amino 
ou alkyle, 
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- R9 pouvant, en outre, representer un radical 
alkyle a chaine droite ou ramifiee, sature ou insature, un 
radical aryle ou cycloalkyle, 

- R2 et R9 pouvant representer en outre un atome 
d'hydrogene, & 1' exception des d6riv6s dans lesquels 
lesdits substituants presentent respect ivement les 
significations suivantes: 

R6 et R9, un groupe benzylamino et m6thyle, . 
R2 et R6 , un groupe 2-hydroxyethylamino et 
benzylamino, 

R2, R6 et R9, un groupe amino, benzylamino et 
methyle, ou chloro, amino et methyle, ou chloro, 
benzylamino et methyle, ou chloro, 3-hydroxybenzylamino et 
methyle, ou chloro, 5-hydroxypentylamino et methyle, ou 2- 
hydroxyethyl amino, benzylamino et isopropyle, ou 2- 
hydroxydthylaroino, amino et methyle, ou 2- 
hy dr oxy e thy 1 amino , isopentenyl et methyle/ ou 2- 
. hydroxye thy 1 amino, isopentenylamino et methyle, ou : 2- 
hydroxyethylamino, benzylamino et methyle, ou 2- 
hydroxyethyl amino, benzylamino e* 2-hydroxyethyle, ou 2- 
hydroxyethylamino, benzylamino et isopropyle, ou 2- 
hydroxyethylamino, ( 3-hydroxybenzyl) amino et methyle, ou 2- 
hydroxyethylamino, ( 3-hydroxybenzyl ) amino et isopropyle, ou 
2-hydroxyisobutylamino, 6*-benzylamino et raSthyle. 2- 
hydroxyethylamino, isopentenylamino et isopropyle, ou (2- 
hydroxy6thyl ) amino, { 4-methoxybenzyl ) amino et 

isopropylamino, 

et caracterises en ce qu'ils presentent une IC 50 
inferieure ou egale a 5pM environ pour cdc2/cycline B, 

2- Derives de purine selon la revendication 1, 
caracterises en ce que 1' atome d'halogene est choisi parmi 
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le chlore, le brome ou le fluor, le radical alkyle parrai 
les radicaux methyle, ethyle, propyle, isopropyle, butyle 
et isobutyle, pentyle,. hexyle et heptyle, 

le radical alcoylene, parmi le radical 
methylene, Ethylene, propylene, isopropylene, butylene, 
isobutylene, pentene ou isopentene, 

. le radical aryle est un groupe benzyle, 

le radical cycloalkyle est un groupe 
cyclohexyle, iV 
. le radical arylene est un groupe benzyl^ne, 

le radical cycloalcoylene est un groupe 

cyclohexylene, 

. i'h6t6rocycle est un heterocycle azote et/ou 
pxygene tel qu'un imidazole, un oxadiazole, une pyridine/ 
une pyridazine ou une . pyrimidine, ou encore une 
pyrrolidine- '. •' ' : -7^--" r . ..; 

3- Derives de piirin9 selon la revendication 1 ou 
2, caract6ris6s en ce que R2 est :choisiJparmi E 
capables de se Her, dans un complexe : cdk2/ATP/ : a'V tine " 
region de la poche de liaison a 1 ' ATP occup6e par v le 
ribose* v:V-' ; r 7 

4. Derives de, purine selon la revendication 3, 
caracterises en ce que R2 est choisi partni un atorae de 
chlore, un radical amino, methylamino, ethylamino, n- 

'"S 

heptylamino, aminoethylamirtb, arainopropylamino, dimdthy- 
laminoethylamino, hydroxyethylamino, hydroxypropylamino, 
hydroxyisobutylamino, hydroxypentylaminc ou hydroxy - 
methylpropylamino, ( 2R ) -2-hydroxymethyle-pyrTOlidine-l-yi, ; 
N-benzylami-noethanoI, ( R, S ) -amino-h6xanol, ( S ) -araino-2- 
phenylethanol , ( R ) -amino-2-phenyle thanol , . ( R ) - amino- 3-^ 
phenylpropanol, (R,S)-amino-pentanol, (R)-aminb-propanol, 
(S)-amino-propanol, { R )-N -pyrrolidine methanol. 
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5- Derives de purine selon la revendication 4, 
caracterises en ce que R2 est un groupe hydroxy 
propylamine. 

6- Derives de purine selon Tune des 
revendications 1 d 5, caracterises en ce que R6 est choisi 
parmi un groupe amino, isopentenylamino, hydroxy- 
pentylamino, 4-hydroxy-3-methyl-trans-2-butenylainino, 
benzylamino hydroxybenzylamino, hydroxy^thyl benzylamino, 
cyclohexylmethylamino, isopentene, benzylamino Ou (3-iodo)- 
benzylamino. 

7. Derives de purine selon la fevendication 6, 
caracterises en ce que R6 comporte un residu hydrophobe, 
tel que benzyl e ou hydroxy benzyle. 

8- Derives de purine selon . I'une' des 
revendications 1 a 7, caracterises en ce que R9 est choisi 
parmi un atome d'hydrogene, un radical methyle, isopropyle 
ou hydroxyethyle . 

' 9. Derives de purine, selon la revendication 8, 
caracterises en ce que R9 est un groupe hydrophobe tel que 
le groupe isopropyle. ^ ; 

10- Derives de purine, caracterises en ce qu'ils 
sont choisis parmi la 2-chloro-6-(3-hydroxybenzylamino)-9- 
m^thylpurine, la 2-( 3-hydroxypropylamino)-6-benzylamino-9- 
isopropylpurine, la 2-D, L-(2-hydroxypropylamino)-6- 
benzylamino-9-isopropylpur*ne, la 2-( 5-hydroxypentylamino)- 
6-benzy-lamino-9-isopropylpurine, la 2-( 1-D, L-hydroxy- 
methylpropylamino)-6-benzy-iamino-9-isopropylpurine, la 2- 
• ( amino6thylamino )-6-benzylamino-9-iso- propylpurine, la 2-. 
bis(2-hydroxyethylamino)-6-benzylamino-9-isopropyl-purine, 
la 2-( 2-hyd^oxyp^opylamino)-6-isopentenyla^tino-9-isopro- 
pyipurine, la 2-( 2-hydroxyethylamino)-6-cyclohexylm6thy- * 
lamino-9-m6thylpurine, la 2-( 2-hydroxy6thylamino)-6- 
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benzylamino-9-methylpurine, la 2~( 2-hydroxyethyl-amino)-6- 
benzylamino-9-isopropylpurine, la 2-chloro-6-isopen- 
tenylaraino-9-isopropylpurine, la 2-( 2-hydroxyethylamino-6- 
(3-hydroxybenzylamino)-9-ra6thylpurine, 6-Denzylamino-2- 
[( 2R)-2-hydroxym6thyl-pyrrolldine-l-ylJ-9-isopropyle-(9H)- 
purine non cristalline, 2-[6-benzylamino-9-isopropyle-(9H)- 
purine-2-ylJ-N-benzylarainoethanol, 2-( R,S)-[6-benzylamino-9- 
isopropy le- ( 9H ) -purine-2-yl)-amino-hexanol , 2- ( S ) -[6-benzy- 
lamino-9-isopropyle- ( 9H ) -purine-2-yl]-amino-2-phenyl6- 
thanol , 2 - ( R ) -[6-benzyiamino-9-isopropyle- ( 9H ) -purine-2-yl]- 
amino-2-phenylethanol, 2-( R)-(6-benzylamino-9-isopropyle- 
{ 9H ) -purine-2-yl]-araino-3-phenylpropanol , 2- ( R , S ) -[6-benzy- 
lamino-9-isopropyle-(9H}-purin-2-yl]*araino-pentanol / 2-(R)- 
(6-benzylamino-9-isopropyle-( 9H)-purine-2-ylJ-amino- 
propanol , 2- ( S ) -[benzy latino- 9- isopropyle- ( 9H ) -purine-2-ylJ- 
amino-propanol , 2- ( R ) - ( - ) -[6 - ( 3-iodo ) -benzylamino-9-isopro- 
pyle-(9H)-purine-2-yl]-N-pyrrolidine methanol, 2-(R)-< -)-[6- 
benzylamino-9-cyclopentyle-( 9H )-purine-2-yl)-N-pyrrolidine 
methanol. 

11- D6riv6s de purine selon la revendication 10, 
caract6rises en ce que qu'ils sont choisis panni la 2-(3- 
hydroxypropylaraino)-6-benzylamino-9-isopropylpurine, la 2- 
D, L-( 2-hydroxypropylamino )-fr-benzylaraino-9-isopropylpurine, 
la 2-( aminoethylamino)-6-benzyiaraino-9-isopropylpurine, la 
2 -bi s - ( 2 -hy droxyethy lamino ) - 6 -benzy laraino- 9 - 
isopropylpurine, la 2-( 2-hydroxypropylamino) -6- 

isopentenylamino-9-isopropyipurine, 6-benzylamino-2-[( 2R)- 
2-hydroxyraethyl-pyrrolidine- i-yl]-9-isopropyle- (9H ) -purine 
non cristalline, 2-l6-benzylaraino-9-isopropyle-< 9H )-purine- 
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2-ylj-N-benzylaminoethanol, 2-(R,S)-[6-benzylamino-9- 
isopropyle-( 9H) -purine- 2 -yl]-amino-hexanol, . 2-(S)-[6-benzy- 
lamino-9-isopropyle-(9H)-purine-2-yl]-amino-2-phenyle- 
thanol , 2- ( R ) -[6-benzylamino-9- isbpropyle- ( 9H ) -purine- 2-yl)- 
amino-2-phenylethanol, 2-( R}-(6-benzylamino-9-isopropyle- 
(9H)-purine-2-ylJ-amino-3-phenylpropanol / 2-(R,s)-[6-benzy- 
lamino-9-isopropyle- ( 9H ) -purin-2-yll-amino-pentanol , 2- ( R ) - 
[6-benzylamino-9-isopropyle-(9H)-purine-2-yl]-amino-propa- 
nol, 2-{S)-Ibenzylamino-9-isopropyle-( 9H)-purine-2-yl]- 

amino-propanol, 2-(R)-( -)-[6-(3-iodo)-benzylamino-9-isopro- 
pyle-(9H)-purine-2-ylJ-N-pyrrolidine methanol, 2-(R)-(-)-|6- 

benzylaniino-9-cyclopentyle-(9H}-purine-2-yl|-N-pyrrolidinc 
. methanol. • - ., V '■ •"/ : ":-\ - 

12- Les isoraeres optiques et les melanges 
racemiques, ie cas ech&ant les isomeres geometriquey, ;des 
"ddrivfes selon 1 ' une dels re vendicat ions "i "4. 

. 13- . La 2-( l-D,L-hydroxymethylpropylaminq)-G- 
benzylamino-9-isopropylpurine. _. , - 

14- Compositions pharmaceutiques, . caracterisees 
en ce qu'elles comprennent une quantite efficace d'au moins 
un d6rive de purine selon 1' une des revendications 1 a 13, 
en - association avec un vehicule pharmaceutique. 

15- Compositions pharmaceutiques selon la 
revendication 14, caracterisees en ce qu'elles sont 
administrates par voie orale ou injectable. ' 

16- Compositions pharmaceutiques selon la 
revendication 15, caracterisees en ce qu'il s'agit de 
tablet tes, comprimes, gelules, pilules ' e t * qu'elles 
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renferment de 1 a 100 mg de principe actif par unite de 
prise, de pref6rence de 10 a 40 mg, 

17- Compositions pharmaceutiques selon la 
revendication 15, caract6ris6es en ce qu'il s*agit de 
solutions injectables, ces solutions renfermant 
avantageusement, par unite de prise, de 1 a 50 mg de 
principe actif, de preference de 10 a 30 mg. 

18- Compositions pharmaceutiques selon l'une des 
revendications 14 £ 17, caracterisees en ce qu'elles sont 
utilises comme medicaments antlmitotiques, en particulier 
pour la chimiotherapie de cancers, ou encore pour le 
traitement de psoriasis, de parasitoses telles que celles 
dues a des champignons ou & des protistes, ou de la maladie 
d 1 Alzheimer. 

19- Compositions pharmaceutiques selon l'une des 
revendications 14 a 17, caracterisees en ce qu'elles sont 
utilisees corarae medicaments antineurodegenSratif s, 
notamraent anti-apoptose neuronale. • ../.-•"/v^; y'r. 

20- Compositions herbicides, caracterises en ce 
qu'elles "comprennent au moins un derive de purine selon 
l'une des revendications 1 a 13, eventuellement en 
association avec d'autres agents phytopharmaceutiques. 



WO 97/2M42 



PCT/FRW01905 



1/7 



0,7 




Figure I 



FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGIE 26) 




PCT/FR96AH905 



Concentration en roscovitine (|iiM) 




0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 



Temps apres addition de 1-me'thyladenine (min) 

Figure 3 
FEUILLE DE REMPLACEMENT (HEGLE 26) 
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Figure 6 
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WO 97/10*42 



PCT/FR96/01905 



6/7 




Gl S G2/M 

Roscovltinc + + + 



Figure 7b 



fpi in i p qf RFMD! APFMENT (REGLE 26) 



WO 97/20843 



PCT7FK9M190S 



7/7 



M-W- (KPa) 




Roscovitine - + 



Figure 8 



FEUILLE DE REMPUCEWENT (REGLE 26) 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



Inter. ul Appttntwa Mo 

PCT/FR 96/61905 



V HASSIflCATION OF SlUUFCTMA1TF.lt 

IPC 6 C070473/16 C07D473/4O C07D473/32 A61K31/52 



According to tptcmattirul Patent CUsaficaaon (tPU or tn bop aanonat c>a»rtcauon and IP<~ 



KELDS SEARCHED 



MaMtDurn documentation seircncd Idavnfication <y*nn tot lowed tty etcatficittun tymboh) 

IPC 6 C070 



Dnearneaiaoun Kirrhed oCxr Oun muimum tfcxamrntaban to the crtrrtf out akI deenrotrus arc included m the Ul* Karocd 



EJcctbwc date base eonmfud dunn| the intcnuooBtl search ( nan* ol data be* and, where oracttcai, search term used) 



C OOOiMEhfTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Cue pney ' O tattoo of documcoc. wtth mdtcaaoa. where *ppropna*e, of (he relevant paoifet 



Relevant «> claim No. 



CHEMICAL ABSTRACTS, vol. 104, no. 19, 

12 Hay 1966 

Colwrtus, Ohio, US; 

abstract no. 164159a, 

page 274; column 1; 

XPO02O9971O 

see abstract 

& PHYTOCHEHJSTRY, 

vol. 25. no. 2. 1986, 

pages 303-310. 



1-18 



Further docunctttx are tided m the corrtuuiabon oi hor C. **" 



0 



Pucd family member* «re lilted in annex. 



Specie* caw goner of cited 1 documents * 

A* document drfu>tnj die general ttate of the at which n not 
comdered tu bx of paracuUr relevance 

'F.' earlier docvnc&l but putafidwd oh or after the tnterrunotul 
film* dale 

X" document winch may throw* doubts an pnonty eJeimji) or 
wraeh a oUd to etuhluh the punltcaion dale nf another 
ouion or otner fpeciaJ rcuon (at ipcpftcd) 

O" document nrtcmc4 to ao oral difclocurc. we, oduaooa or 
othere 



T* liter docuorm. pirtrftsfwd arVr thr mtrmattoruJ filing 4a<e 
or pnontjr dale and not if* conflict wtth «k appucaboa but 
cited to uodentand Ox pnnapleof Otcory MdctlytactfK 



P* document pufefimed pnor n> the intcmaootal fting dale tut 
later (fan the pBoncy date claimed 



'X' document of particular relevance; die dauntd tnvenooa 
cannot be c owjdcicd novel or cannot be ccamdered to 
invarwc aa mvcnttve step wbcfl Q» document n often alone 

Y* document of parted* reie*«ier, *Jh datmed invention 
cannot be coemdoed to involve aa inventive oca when the 
doamiK it combmed with one ur raort other web docu- 
ment!, nch cornbrnabon bone obmoui tu a pcrwm skilled 
tfltbe art. 

*A" document member of ihc sane patent final y 



Dau of the actual compteuon of the uncrnawonal njarxh 



3 March 1997 



Date of mating of the iwttrmibonai search report 



10.0197 



Name and mailwtf. addrttt of me ISA 

European Patent Olfjce. P.K. Mil PitenUaan 2 
M • 2ZS0 HV Rtitwii* 
Tel. ( • 31 ■ 70) WO- 2040, Tx. >l frSl coo al. 
¥mk{ * )t 70) )40- 1016 



AtAunsed officer 



Luyter>» H 



Food fCTis^atm 



Wit th*1 tW) 



page 1 of 2 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



«*» ul Apphcjooo No 

PCT/FR 96/01995 



KdcvwitocUun No. 



CHEMICAL ABSTRACTS, vol. 115, no. Z3 

9 December 1991 

Columbus, Ohio, US; 

abstract no. 252157f , 

Page 471; column 1; 

XPO92O097H 

see abstract 

1 PHrTOCHEMSTRY, 

vol. 39, no,. 8, 1991, 

pages 2477-2486, 

CHEMICAL ABSTRACTS, vol", a?, „o. 5 

3 August 1992 ' 
Columbus, Ohio, US; 

abstract no. 44644b, 
page 534; column 1; 
XP002G09712 
see abstract 

4 J. PLANT GROWTH REGUL , 
vol. 19. no. 4, 1991, 
pages 179-185, 

EUROPEAN JOURNAL OF BIOCHEMISTRY 
vol. 224 no. 2, 1 September 1994, 
pages 771-786, XP882eG97Q9 
JAROSLAV VESEUT ET AL: 
cited in the application 
see the whole document 



1-18 



1-18 



1-18 



1 



r KT (Sa j„ lmm „, Mm . 



page 2 of 2 



